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Prufungsantrag genn. § 44 PatG ist gestellt 

@ An das AAV-Kapsid bindender, den Zelltropismus verandernder Antikorper und Verfahren zum gerichteten 
Gentransfer 

@ Die Erfindung betrifft monoklonale Antikorper oder 
Fragmente da von, die an das Kapsid von Adeno-assozi- 
ierten Viren binden, wodurch die Bindung des Virus an 
den Virusrezeptor der ursprunglichen Zielzelle verhindert 
wird. Dieser Antikorper oder das Fragment da von konnen 
auKerdem mit einem gewunschten Rezeptorliganden fu- 
sioniert werden. Nach Bindung einessolchen Antikorpers 
an das AAV-Kapsid wird ein AW erhalten, das uber einen 
veranderten Tropismus verfugt, also - in Abhangigkeit 
von dem fusionierten Liganden - an eine neue Zielzelle 
binden kann und zur Konstruktion eines AAV-Vektors fur 
gerichteten Gentransfer verwendet werden kann. 
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Beschreibung 

Die vorlicgcndc Erfindung bctrifft Antikorpcr odcr Fragmcntc da von, die an das Kapsid von Adeno-assoziierten 
(AAV) binden, wodurch die Bindung des Virus an den Virusrezeptor der ursprunglichen Zielzelle verhindert wird. Die- 
5 se(r) Antikorpcr oder (das) Fragment(e) davon konnen auBerdem ais Adaptoren fiir die Fusionierung mit einem ge- 
wunschten Rezeptorliganden dienen. Nach Bindung eines solchen Antikorpers an das AAV- Kapsid wind ein AAV erhal- 
ten, das uber einen veranderten TVopismus verftigt, also - in Abhangigkeit von dem fusionierten Liganden - an eine neue 
Zielzelle binden kann. Die vorliegende Erfindung betriffl somit femer AAV-Vektoren, an deren Kapsid der erfindungs- 
gemaBe Antikorpcr oder das Fragment davon gebunden sind. Diese Vcktoren konnen fur einen gerichteten Gentransfer 

10 vcrwcndet werden. SchlicBlich bctrifft die vorlicgcndc Erfindung ein Verfahrcn zum gerichteten Gentransfer untcr \ct' 
wendung dieses AAV- Vektors. 

Das crste Ereignis bei ciner viralen Infcktion stellt die Bindung dcs Vuus an die Wirtszellobcrflache dar. Die Zellobcr- 
flachcnmolckule, an die die \^rcn binden, werden V^srczcptorcn genannt, wahrend die viralen Proteine, die an dicscr 
Bindung beteiligt sind, als virale Anheftungsproteine (VAP = "viral cell attachment protein") oder virale Liganden be- 

15 zeichnet werden. Das Studium der Interaktion zwischen Virusrezeptoren und viralen Liganden hat in den letzten Jahren 
wachscndcs Intcrcsse gcfunden, da aus den Kenntnisscn dicscr Interaktion nicht nur wichtigc Hinwcise fur die Pnivcn- 
tion von viralen Infektioncn gewonnen, sondem sole he Kenntnisse u. U. auch fur die gezielte Manipulation der Infcktion 
mit viralen Vcktoren genutzt werden konnen. 

Dieldentifizierung eincr groBeren Anzahl viralcr Rezeptoren forderteeinc Rcihc von Gemeinsamkeitcn bei derlnfek- 

20 tion vcrschiedcncr Viren zutage. So benutzen verschiedene Viren Mitglieder derselben Familie von Zelloberflachenmo- 
lekiilen als virale Rezeptoren, wie z. B. Mitglieder der IgG-Superfamilic, der "multimembrane spanning transporter", der 
Integrine oder von Wachstumsrez^ptoren. AuBerdem wurde in cinigen Fallen klar, daB dieselben Viren nicht nur mchrere 
Rczeptormolckulc benutzen konnen, sondem fur die erfolgreiche Infcktion der 2elzclle tatsachlich die Interaktion mit 
mehrercn Rezeptoren auch benotigt wird. Um das Infektionsereignis zu verslehen und gegebenenfalls manipulieren zu 

25 konnen, ist es daher vor allcm notwendig, die viralen Anheftungsproteine und moglichst die Anheftungssequenzen zu 
kcnncn. Inncrhalb der Familie der Parvovircn wurde fiir das autonome Parvovirus B19 das Erythrozytcn P Antigen als 
Rezeptor beschrieben (Brown et al.. Science 262, S. 114-1 17,1993) und ftir das helferabhangige AAV-2 wurde Heparan 
Sulfat Proteoglycan als zellulares Rczcptormolekul ermittelt (Summerford und Samulski, J. 72 (2), S. 1438-1445, 
1998). 

30 Fiir einen Gentransfer werden bis heute vorzugsweise virale Vcktoren, beispielsweise retrovirale Vcktoren, adenovi- 
rale Vcktoren oder Vcktoren, die von Adeno-assoziicrten \^n abgeleitet sind, benutzt. Ein Nachteil der bisherigen \fer- 
fahren liegt darin, daB es bishcr kaum moglich war, das Virus so zu modifizienen, daB (nur) die gewunschte Zielzelle 
transduzicrt wird (gerichtctcr Gentransfer) und die uncrwunschte TVansduktion von Nicht-ZielzeUen vcrmiedcn wird. 
Eine Erweiterung bzw. Verandcrung des Zielzellspcktrums (d. h. des Tropismus) konnte nicht nur die Effizicnz des Gen- 

35 tranfers erfiohen, sondem daruber hinaus sowohl ex vivo als auch in vivo Zugang zu schwcr transduzierfoaren Zclltypen 
schaffcn. Somit kommt der Entwicklung von moglichst sclcktivcn Gcntransfermcthoden cine immcr groBere Bedeutung 
zu. Dabci tritt neben den Elementen der intrazellularen Spezifitat, die beispielsweise durch Stcuerung der Genexpression 
mittels gewebe- odcr zeUspezifischer Promotorcn erreicht werden kann, immer mehr der gerichtete Gentransfer in den 
Vordergrund. 

40 Zu den bisher fiir einen Gentransfer verwendeten Vdrtoren zahlen auch die auf AAV basierenden Vcktoren. AAV ist 
ein menschiicbes Parvovirus, das aus einem nicht-umhiiUten ikosaedrischen Kapsid mit cinem einzelstrangigen DNA- 
Genom (ca. 4,6 Kb) bestehL Es besitzt einen breiten Wirtsbereich und ist in der Lage, sein Genom in eine bevorzugtc 
Stelle des Wirtszellgenoms zu integrieren, wenn kein Helfervirus vorhanden ist (Kotin et al., PNAS USA 87(6), S. 
2211-2215, 1990). Die Uberinfektion nait einem Helfervims (z. B. Adenovirus oder Herpesvirus) mobilisiert das latente 

45 AAV und induziert eine Amplifikation des AAV-Genoms. Etwa 70% der Bevolkerung haben Antikorpcr gegen AAV, fur 
das jedoch keine pathogencn Eigcnschaflen bekannt sind. Die von AAV abgelcitctcn Vektorcn bestehen lediglich aus den 
beiden 145 bp langen terminalcn Wiederholungen, die die Signale in cis fur Replikation, \^rpackung und Integration tra- 
gen. Zwischen diese beiden Elemcntc konnen bis zu ca. 4,5 Kb Fremd-DNA inseriert werden. Zur Veq)ackung in rekom- 
binante virale Vcktoren (rAAV) sind in trans die rep- und cap-Gene, sowie ein Helfervims crforderlich, Obwohl in den 

50 letzten Jahren mchrere verbesscrtc Verfahrcn zur Vektorproduktion veroffentlicht wurden, ist die relativ aufwendige Hcr- 
stellung von AAV- Vcktoren immer noch cincs der Haupthindemisse fur cine breitere Anwendung dieses Vektorsystems. 
In jungster Zcit konnte jedoch mit der Herstcllung von rAAV ohne Helfervims eine entschcidcndc Vcrbessemng und Ver- 
einfachung des Produktionsverfahrens cndclt werden (Xiao et al., J. Virol. 72(3), S. 2224-2232, 1998). 

AAV- Vcktoren vereinigen eine Reihe von Vorteilen: Sic enthalten keine viralen Gene, bcsitzen stabile Kapside, habcn 

55 einen breiten Wirtsbereich und sind in der Lage, sowohl proliferierende Zellen als auch mhende Zellen zu infizieren. Ins- 
besondere erlauben sic eine Langzeitexpression von cingeschleusten Genen in die dififcrenzierten Gewebe, z. B. Muskel, 
Gehira und Retina, ohne ncnnenswerte Inununantwort des Wirts. 

Die Nachteilc der Verwendung von AAV-Vektoren fiir den Gentransfer liegen jedoch u. a. darin, daB zwar AAV einen 
breiten Wirtsbereich besitzt, sich jedoch manchc Zjclltypen, beispielsweise haemalopoietischc Stammzeilen und dcndri- 

60 tische Zcllcn, nur unbefiiedigend transduzieren lasscn. AuBerdem ware natiirlich fiir in vivo-Anwendungcn gmndsatz- 
lich die Moglichkeil eines sclektiven Gentransfers mit AAV wiinschenswert. Allcrdings Uegen bisher kaum Kenntnisse 
iibcr die Determinanten des Z>ell- und Gewcbctropismus von AAV vor, wie z. B. iiber virale Anheftungsproteine oder 
Anheftungssequenzen und somit gibt es bisher keine Moglichkeit, AAV hinsichtlich eines sclektiven Cjentransfcrs zu 
manipulieren. 

65 Somit liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugmnde, AAV-Vektoren bereitzustellcn, mit denen ein selcktivcr 
Gentransfer erreicht werden kann. Diese Aufgabe wird durch die Gcgenstande der Palcntanspriiche gelost 

In der vorliegenden Erfindung wurden monoklonale Antikorpcr crzeugt, die gegen die Bindungsstcllen (Ligandense- 
quenzcn) der AAV-Kapsidproteine gerichtet sind. Es konnte gezeigt werden, daB nach Bindung dieser Antikorpcr an 
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AAV die Infektion der ursprunglichen Zielzelle unterblieb und die Bindung des AAV an den Virusrezeptor der urspriing- 
lichen Zielzelle blockierl wurde. Desweiteren konnten die Bindungseigenschaften von AAV-Kapsiden dadurch modifi- 
zicrt wcrdcn, daB ausgehend von den vorstchcnd erwahnlcn Anlikorpcm Fusionspolypeptide (z. B. Fab-Fragmcnlc des 
monoclonalen Antikorpers verkniipft mit neuen Ligandensequenzen) oder Einzelketten-Antikorper-Fusionsproteine her- 
gestellt wurden, und diese an die AAV-Kapside gebunden wurden. Es konnte gezeigt werden, daB AAV- Vektoren mit sol- 5 
chen Kapsiden nur die gewiinschte Zielzelle transfizierten und somit fiir einen selektiven Gentransfer geeignet sind, 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung einen monoklonalen Antikorper, der dadurch gekennzeichnet ist, daB er an 
das Kapsid eines Adeno-assozierten Virus (AAV) bindet und die Bindung des Virus an den Virusrezeptor der urspriing- 
lichen Zielzxile verhindert. 

Der hier vcrwendetc Ausdruck "Kapsid" bezcichnet die icosacdrischc Proteinhiillc, die das AAV-Genom umgibt und lO 
typischerweise aus den Strukturproteinen VPl, VP2 und VP3 aufgebaut ist, 

Der hier verwendete Ausdruck "urspriingliche Zielzelle" bezeichnet jede Zelle, an die das unmodifizierte AAV bindet. 

Zu den AAV zahien folgcndc Typcn: AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5 und AAV-6. Fiir die Zwcckc cincs Gcn- 
transfers sind dabei folgende Gruppen besonders geeignet: AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5 und AAV-6. 

Die Verhinderung der Bindung des AAV an den Wusrczeptor der ursprunglichen Zielzelle kann durch mehrere Ver- 15 
fahrcn bcstimmt werden. Verschicdcne radioaktivc sowie nicht-radioaktive Bindungstests sind in den Ictztcn Jahren ent- 
wickelt worden, um die Bindung eines \^rus an seine Zielzelle zu bestimmen. Diese \ferfahren sind im Rahmen der vor- 
iiegenden Erfindung anwendbar. In den meisten Ansatzen werden in radioaktiven Tests ^^I oder^^S markierte X^ruspar- 
tikel mit Z^llen inkubiert und spater die mit den Zellen verbleibende Radioaktivitat gemessen (Summerford, C and Sam- 
ulski, R. J.. 1998, Journal of Virology 72, 1438-1445; Grubman, M. J. et al. 1985, Journal of Vux)logy 56, 120-126; 20 
Abraham, G. et al. 1988, Journal of Vu-ology 62, 2300-2306; Greve, J. M. et al. 1989, CeU 56, 839-847). Andere radio- 
aktive Bindungstest basieren auf Blot- Assays, in denen ZeUextrakte auf eine Nitro/xllulosemembran aufgedotted oder 
nach SDS-PAGE gcblottcd werden und diese dann mit radioaktiv markicrtcn Vircn inkubiert werden. Gebundene Vircn 
konnen nach Exposition auf einem Rontgen-Film nachgewiesen werden (Bass, D. M. et al. 1991, Vuology 183, 
602-610; Roivainen, M. et al. 1994, Vu-ology 302, 357-365). Weniger Ansatze wurden mit nicht radioaktiven Bindungs- 25 
tests durchgcfiihrt Zum Beispiel benutztcn Mizukami et al. (Wology 217, 124-130, 1996) biotinylierte AAV anstelle 
radioaktiv markierter \^n, die mit Hilfe von mariciertem Streptavidin nachgewiesen wurden. Herrmann et al. (Journal 
of Virology 69, 6797-6804, 1995) messen die Bindung von B-lymphotrophen Papovaviren an B-lymphome Zellinien 
mittels eines Kapsidprotein-ELISA's wahrend TVesnan et al. (Virology 211, 123-132, 1995) die von leeren Kapsiden des 
Canine Parvovirus gebundenen Zellen durch FACS-Analyse bestimmen. Mit Hilfe dieser Bindungstests kann nicht nur 30 
die direkte Bindung von Viren an die Zelle bestimmt werden, sondem auch die Blockierung dieser Bindung durch mo- 
noklonale Antikorper (Mak) untersucht werden. Dabei werden Zellen mit Mak inkubiert bevor eine Tnkubation mit ra- 
dioaktiv markicrtcn Vuien erfolgt und die an Zellen gebundene Radioaktivitat gemessen wird (Roden, R. B. S. et al. 
1994, Journal of Virology 68, 7570-7574; Shepley, M. P. et al. 1988, Proceedings of the National Academy of Sciences 
USA 85, 7743-7747; Bergelson, J. M. et aL 1992, Science 255, 1718-1720). Brown, K. E. et al. (Science 262. 114-117, 35 
1993) bestimmt iiber "colony-forming units" Maks, welche die Bindung des B19 Parvovirus an die Zelle untcrbindcn. 

Vorzugsweise wurden die in der vorliegenden Patentanmeldung beschriebenen monoklonalen Antikorper iiber einen 
weiteren nicht radioaktiven Ansatz isoliert. Dieser wird nachfolgend anhand von AAV-2 beschrieben, was jedoch nicht 
als darauf beschrankt auszulegen ist. Der nicht-radioaktive Bindungsassay wurde speziell fur die Isolierung von mono- 
klonalen Antikorpem entwickelt, welche die Bindung von AAV-2 an die Zelle inhibieren, Im diesem Test wurden AAV-2 40 

mit Hybridomiiberstanden vorinkubiert, um dann mit Zellen inkubiert zu werden. Diese Zellen mit den an sie ge- 
bundenen Viren wurden fixiert und unspezifische Bindungsstellen geblockt, um dann die gebundenen Viren mittels Kap- 
sid-ELISAs nachzuweisen. In dem Kapsid-ELISA wird ein an AAV-2 bindender, biotinylierter monoklonaler Antikorper 
benutzt, der durch Streptavidin-Peroxidase nachgewiesen werden kann. Beim "screening" der Hybridomuberstande 
wurde nach einem negativen EUSA Ergebnis gesucht. Wenn der gesuchte monoklonale Antikorper in der Lage ist, an 45 
AAV-2 zu bindcn und die Bindung des \^s an die Zelle zu verhindem, wird kein Signal im ELJSA erzielt, da nur AAV- 
2 Partikel, welche an Zellen binden, nachgewiesen werden. 

Nicht-Bindung eines Virus hat Nicht-Infektion zur Folge. Allerdings sind diese beiden \forgange nicht identisch, da 
ein Virus Zellen binden kann, jedoch nicht gleichzeitig in die Zelle aufgenommen werden muB, was deren Infektion zur 
Folge hatte. 50 

Verfahren zur Gewinnung von Antikorpem sind dem Fachmarm bekannt. Die Herstellung von monoclonalen Antikor- 
pem umfaBt beispielsweise als ersten Schritt die Herstellung von polyclonalen Antikorpem unter \ferwendung von AAV- 
Kapsidproteinen oder Fragmenten davon (beispielsweise synthetische Peptide) mit geeigneten Ligandensequenzen, bei- 
spielsweise die in den Beispiel^ beschriebenen Peptide oder Fragmente davon, als Immunogen zur Immunisiemng ge- 
eigneter 'Here und die Gewinnung von gegen das definierte Antigen Antikorper produzierenden Zellen, z. B. sensibili- 55 
sierten B-Lymphozyten. Darm werden beispielsweise Zell-Hybride aus Antikorper produzierenden Zellen und Knochen- 
mark-Tumorzellen (Myelomzellen) hergestellt und clonierL AnschlieBend wird ein Clon selektioniert, der einen Antikor- 
per produziert, der fur das verwendete Antigen spezifisch ist. Dieser Antikorper wird dann hergestellt. Beispiele von Zel- 
len, die Antikorper produzicrcn, sind Milzzellcn, Lymphknotenzcllen, B-Lymphozyten etc.. Beispiele von Tleren, die zu 
diesem Zweck immunisiert werden konnen, sind Mause, Ratten, Pferde, Ziegen und Kaninchen. Die Myelomzellen las- 60 
sen sich aus Mausen, Ratten, Menschen oder anderen (Juellen erhalten. Die Zellfusion kann man beispielsweise durch 
das allgemein bekannte Verfahren von Kohler und Milstein durch fuhren. Die durch Zellfusion erhaltenen Hybridome 
werden mittels dem Antigen nach dem Enzym-Antikorper- Verfahren oder nach einem ahnlichen Verfahren abgesucht. 
Clone werden beispielsweise mit dem Grenz-Verdiinnungs verfahren erhalten. Die erhaltenen Clone werden beispiels- 
weise B ALB/c-Mausen intraperitoneal implantiert, nach 1 0 bis 14 T^gen wird der Ascites der Maus entnommen, und der 65 
monoclonale Antikorper durch bekannte \ferfahren (beispielsweise Ammoniumsulfatfraktioniemng, PEG-Fraktionie- 
mng, lonenaustauschchromatographie, Gelchromatographie oder Affinitatschromatographie gereinigt. 

Der gewonnene Antikorper kann direkt verwendet werden oder es kann ein Fragment davon verwendet werden. In die- 
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sem Zusammenhang bedeutel der Begriff "Fragment" alle Teile des monoclonalen Antikorpers (z. B. Fab-, Fv- oder 
"single chain Fv"-Fragmente), welche die gleiche Epitopspezifitat wie der voUstandige Antikorper aufwdsen. Die Her- 
stcUung solcher Fragmcnlc ist dcm Fachmann bckannt. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist der genannte monoclonale Antikorper ein aus einem Her (z. B. 
5 Maus) stammender Antikorper, ein humanisierter Antikorper, ein chimarer Antikorper, ein humaner Antikorper oder ein 
Fragment davon. Chimare, menschlichen Antikorper ahnelnde oder humanisierte Antikorper besitzen eine herabgesetzte 
potentielle Antigenitat, jedoch ist ihre Affinitat gegeniiber dem Ziel nicht herabgesetzt. Die allgemeine Herstellung von 
chimaren und humanisierten Antikorpem bzw. von menschlichen Antikorpem ahnelnden Antikorpem wurde ausfuhrlich 
beschrieben (siehe beispielsweise Queen et al., PNAS USA 86, S. 10029, 1989; Verhoeyan et al.. Science 239, S. 1534, 

10 1 988). Humanisierte Immunglobuline wdscn variable Grundgcriistbcrcichc auf, die im wcscntlichen von einem huma- 
nen Immunglobuiin stanmien (mit der Bezdchnung Akzeptor-Immunglobulin) und die Komplementaritat der determi- 
nierenden Bereiche, die im wesentlichen von einem nicht- menschlichen Immunglobuiin (z. B. von der Maus) stammen 
(mit der Bczcichnung Donor-Immunglobulin). Die (der) konstantc(n) Bcrcich(c) stanunt/slanunen, falls vorhandcn, auch 
im wesentlichen von einem menschlichen Immunglobuiin. Bei der Vferabreichung an menschliche Patienten bieten hu- 

15 manisierte (sowie humane) Antikorper eine Reihe von \forteilen gegeniiber Antikorpem von Mausen oder anderen Spe- 
zics: (a) das menschliche Inmiunsystem soLLte das Grundgeriist oder den konstanten Bercich dcs humanisierten Antikor- 
pers nicht als fremd erkennen und daher soUte die Antikorper- Antwort gegen einen solchen injizierten Antikorper gerin- 
ger ausfalien als gegen einen vollstandig fremden Maus- Antikorper oder einen partiell fremden chimaren Antikorper, (b) 
da der EfTektorbereich des humanisierten Antikorpers menschlich ist, diirfte er mit anderen Ttilen des menschlichen Im- 

20 munsystems besser interagiercn, und (c) injizierte humanisierte Antikorper weisen eine Halbwertszeit auf, die im we- 
sentlichen zu d^ von naturlich vorkonmienden menschlichen Antikorpem Equivalent ist, was es eriaubt, kleinere und 
weniger haufige Dosen im Vergleich zu Antikoipem anderer Spezies zu verabreichen. Diese Vorteile gelten naturlich 
ebcnso fiir humane Antikorper. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei dem erfindungsgemafien Antikorper um 

25 einen Antikorpa* oder ein Fragment davon, der an das Kapsid von AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5 oder AAV-6 bindet 
und die Bindung des Yvrus an den Virusrczeptor der urspriinglichcn Ziclzcllc verhindcrt. 

Besonders bevorzugt sind unter den vorstehend beschriebenen Antikorpem oder Fragmenten davon solche, die an die 
Kapsidproteine VPl, VP2 und VP3, insbesonderc im Bercich der Aminosauren 449^75, 545-556 und 585-598 (bezo- 
gen auf VPl von AAV-2), binden. 

30 Brfindungsgemafie Antikorper konnen aus den bei der DSMZ, Mascheroder Weg, Braunschweig unter den Nummera 
ACC 2369 (ergibt C24-B) und ACC 2370 (ergibt C37-B) am 19. August 1998 hinterlegten Hybridoma-Zellinien gewon- 
nen werden. Diese sind gegen AAV-2 gerichtet. 

Die vorlicgcndc Erfindung bctrifft feraer die vorstehend beschriebenen monoclonalen Antikorpei; die auBerdem da- 
durch gekennzeichnet sind, daB sie mit einem gewunschten Rezeptorliganden fusioniert sind und somit dazu dienen kon- 

35 nen, AAV-Vektorcn mit einem erweiterten bzw. reduzierten Wurtsbereich - in Abhangigkeit von der eingefuhrten neuen 
Ligandensequenz - zu konstruicren. Als Rezeptorliganden eigncn sich alle Liganden, die cine Erweitcmng bzw. Redu- 
zierung und somit eine gezielte Veranderung des Wirtsbereichs bewirken. Es eignen sich hierfur auch Liganden, die vor- 
rangig an Rezeptoren von malignen Zellen binden. Hier kommen zum Beispiel die folgenden Liganden in Frage: 

40 - Folat, da der Folatrczeptor vermehrt in Gebarmutter-, Lungen- und Bmst-Karzinomen, sowie Gehimtumoren ex- 

primiert wird, 

- "Fibroblast Growth Factor" (FGF), da der "high-affinity" FGF Rezeptor in malignen Zellinien (z. B. SKOV 3.ipl 
eine menschliche GebarmuttertumorzeUinie) undPrimarzellen (z. B. Kaposi's Sarkoma Zellen) sowie proliferieren- 
den Endothelzellen in Himoren zu finden ist. 

45 - RGD Peptidmotive, die an ttv-Integrine binden, welche fast ausschliefilich an Endothelzellen von angiogenen 

KapiUaren in TVimorcn (Melanomen, Karzinomen, Sarkomen) 

- Epidermal Growth Factor (EGF) 

- CD 19 

50 ZU finden sind. 

Neben Rezeptorliganden, die sich zum "Targeting" von Tumorzellen eignen, sind auch Liganden fur jene Rezeptoren 
von groBer Bedeutung, die die Infeklion von Zielzellen erlauben, welche die Behandlung von genetischen Krankheiten 
ermoglichen. Hier seien z. B. genannt: 

55 - "and-human secretory component Fab-Fragments". Sie binden an den "polymeric immunoglobulin receptor" 

(pIGR) zum Gentransfer in Epilhelzellen der Atemwege als Behandlungsmethode der zystischen Fibrose, 

- Asialoglycoprotein (ASGP) zum Gentransfer in die Leber. 

- Erythropoietin, zum "Targeting" von hematopoietischen Zellen, die den Erythropoietin-Rezeptor tragen, bei- 
spielsweise fur die Behandlung von Sichclzcll-Anamie. 

60 

Weiterhin gibt es monoklonale Antikorper, die anstelle von Liganden spezifisch an bestinmite Rezeptoren binden. 
Diese sind auBerdem als potentielle Fusionspartner an die erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper von groBer Be- 
deutung. 

Zur Konstrukdon dieser fusionierten Antikorper oder Fragmente davon gibt es eine Reihe von verschiedenen Mog- 
65 lichkeiten. Beispielsweise kann eine direkte Kopplung eines AntikorperfragmenLs, beispielsweise eines Fab-Fragments, 
mit den Ligandensequenzen, die an den Rezeptor der gewunschten Zielzelle binden, erfolgen. Eine groBe Vielfalt von 
Reagenzien zur cbemischen Kopplung, auch "cross-linker" genannt, sind in den letzten Jahrzehnten entwickelt worden. 
AUgemein kann man diese KopplungsreagenziCT, welche wenigstens zwei rcaktive Gruppen wahrend der Kopplung zur 
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Verfugung stellen, in homo- und heterobifunktionale "cross-linker" unterteiien. Erstere besitzen wenigstens zwei identi- 
sche reaktive Gruppen und erlauben eine Ein-Schritt-Kopplung, wahrend letztere wenigstens zwei unterschiedliche re- 
aktivc Gruppen besitzen und cine scqucnticUc Konjugation von Proteincn erlauben. Die am haufigsten verwcndetcn 
"cross-linker" sind homobifunktional und reagieren mit den primaren Aminogruppen von Proteinen. Dazu gehoren Imi- 
doester und NIIS-Ester (N-Hydroxysuccinimide). NIIS-Ester sind stabiler und effizienter als Imidoester und reagieren 5 
mit primaren sowie sekundaren Aminen, um eine Amidbindung zu formen. Weitere homobifunktionale "cross-linker" 
sind Sulfhydryl-Reagenzien, die mit Thiolgruppen reagieren, sowie andere Konjugationsreagenzien, welche mit anderen 
reaktiven Gruppen interagieren (Arginin-spezifische oder carbonyl-spezifische "cross-linker") oder keine Selekti vital 
zeigen (z. B. Photoaffinitatsreagenzien). Die vorstehend erwahnten "cross-linker" verbinden Proteine iiber Briicken, die 
eine unterschiedliche Entfcrnung der Proteine erlauben. Als Methodc, bci dcr keine Briicken gcbildet werdcn, ist die Car- 10 
bodiimid-Methode bekannt, bei der Carboxylgruppen mit primaren Aminen iiber eine Amidbindung verbunden werden. 
Bei der Auswahl von Kopplungsrcagenzien miissen vor allem der ReaktionspuflFer und pH in welchem der "cross-linker" 
aktiv ist und die Stabilitat der zu koppclndcn Proteine in diesem Medium in Betracht gezogen werden. Altemativ kann 
auch die Bindungssequenz des monoclonalen Antikorpers als Einzelketten-Antikorper cloniert werden. Der dafiir ent- 
wickelte Ansatz in der Klonierung von scFv bestand in der direkten Klonierung der Antikorpergene aus Hybridom-Zel- 15 
linien. Dabei werden die variablcn Berciche dcr leichten und schwcrcn Kette durch die Polymerase-Ketlcnrcaktion 
(PCR) mil Hilfe von antikorperspezifischen Oligonucleotidprimem amplifiziert. (F. Breitling & S. Diibei, Rekombinante 
Antikorper, Spektrum Akademischer Va*lag Heidelberg, 1997) Die clonierten Einzelketten-Antikorper konnen beispiels- 
weise an einer Phagenoberflache innerhalb einer Phagenbank exprimiert werden, um so dercn Bindung an AAV-Kapside 
beispielsweise mittels EUSA zu untersuchen. Nur solche Einzelketten-Antikorper, die gute Bindung zeigen, werden 20 
weiterverwendet, um sie beispielsweise in E. coli zu exprimieren. Mit den exprimierten und beispielsweise iiber "His- 
tags" gereinigten Ein/^lketten-Antikorpem kann dann emeut deren Fahigkeit zur Kompetition der Bindung des Vims an 
den Rezeptor der urspriinglichcn Zielzelle iiberpriift werden. Im AnschluB daran konnen die so gewonnenen Einzelket- 
ten-Antikorper mit den gewiinschten Ligandensequenzen oder mit einem zweiten Einzelketten-Antikorper fusioniert 
werden. Die Herstellung von scFv mit multivalenten sowie multifunktionellen Eigenschaflen kann dabei durch verschie- 25 
dene Ansatze erreicht werden. Einige scFv zeigen ein natiirlichcs Multimerisierungspotential, wobei die variablcn Do- 
manen eines scFv mit den komplementaren Domanen eines andmn scFv miteinander binden. Andere scFv kormen 
durch die Fusion mit einem "Leucine Zipper" oder einer amphiphatischen Helix am C-terminus miteinander fusioniert 
werden. Ein multifunktioneller Ansatz betrifft die Fusion eines scFv mit Streptavidin. Biotinylierte Liganden, monoklo- 
nale Antikorper oder weitere scFv konnen nun einfach mit den scFv-Streptavidin konjugiert werden. Diese einfache 30 
Konjugation an potentielle Bindungspartner wird auch durch das Einfuhren von C-terminalen Cysteinen erreicht, welche 
iiber Disulfidbriicken stabile Dimere bilden. Die direkte Fusionierung von zwei scFv resultiert in einem bivalenten und 
bispczifischen "diabody". Hier wird die VH Domanen eines scFv iiber einen kurzen Linker mit der VL Domane des an- 
dercn scFv verbunden sowie das komplementare VH- VL Paac (Little et aL Methods in Molecular Medicine, 555-622, 
Vol 13: Molecular Diagnosis of Infectious Diseases, Humana Press Inc. Totowa NJ). Nach Expression, beispielsweise in 35 
E.coli, konnen solche Antikorper-Fusionsprotcinc bzw. bivalenten Antikorper zur Herstellung von modifizicrtcn AAV- 
Vektoren fiir den selektiven Gentransfer verwendet werden. 

Die vorhegende Erfindung beUifft somit femer einen AAV-Vektor, vorzugsweise auf AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5 
oder AAV-6 basierend, der dadurch gekennzeichnet ist, daB die vorstehend beschriebenen erfindungsgemaSen monoclo- 
nalen Antikorper oder Fragmeote davon an sein Kapsid gebunden ist und dieses nicht mehr an den \^srezeptor der ur- 40 
spriinglichen Zielzelle binden kann, jedoch gegebenenfalls an den Virusrezeptor einer gewunschten Zielzelle. Ein sol- 
cher Vektor erlaubt die Einfiihrung von Fremd-DNA in eine gewunschte Zielzelle. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung auch den vorstehend beschriebenen Vektor, der zusatzlich eine Fremd-DNA 
enthalt. Dieser kann beispielsweise durch Kotransfektion eines AAV-Vektorplasmids, welches eine zu exprimierende 
Fremd-DNA zwischen den "inverted taminal repeats" (TTR) von AAV tragi, mit einem AAV-Helferplasmid in eine Pro- 45 
duktionszellinie (z. B. 293T-Zellen) und tJberinfektion mit dnem Helfervirus (z. B. Ad2, Ad5 oder HSV-1) gewonnen 
werden (Fig, 1 A). Altemativ konnen die notwendigen Funktionen des Helfervims auch auf dem AAV-Helferplasmid 
vorliegen, wodurch das Herstellungsverfahren vereinfacht wird (Fig. IB), Die zu exprimierende Fremd-DNA karm ein 
Reportergen oder ein therapeutisch interessantes Gen enthallen. Diese Fremd-DNA sollte eine GroBe von maximal ca. 
4,7 Kilobasen nicht iiberschrciten und kann von einem Fachmann nach seinen Wiinschen ausgewahlt werden. Die re- 50 
kombinanten AAV-Viren (Vektoren) konnen durch Zellyse aus den Uransfizierten Zellen fteigesetzt werden. Eine Modi- 
fikation der Kapside mit den beschriebenen Antikorpem kann im Zellysat oder nach Reinigung der \fekloren durchge- 
fiihrt werden kann. Die Reinigung kann iiber verschiedene Methoden erfolgen, die dem Fachmann bekannt sind. 

Der AAV-Vektor ist vorzugsweise so modifiziert, daB er Zielzellen iiber verschiedene Rezeptoren binden kann. Als 
Zielzellen kommen z. B. 1\imorzellen mit Rezeptoren wie dem Folat-Rezeptor, dem "epidermal growth factor"-Rezeptor 55 
und "fibroblast growth factor" -Rezeptor bzw. Rezeptoren von hematopoietiscben Zellen, wie der Erythropoietin Re- 
zeptor, SCF Rezeptor und CD 34 in Frage. Die vorliegende Erfindung betrifft femer ein Verfahren zur Herstellung des er- 
findungsgemaBen AAV-Vektors, das die in den vorstehenden Abschnitten beschriebenen Schritte umfaBt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum gerichtetcn Gentransfer, das dadurch gekennzeichnet ist, 
daB als Vehikel fiir die in die gewunschte Zielzelle einzuschleusende Nucleinsauresequenz der erfindungsgemaBe AAV- 60 
Vektor verwendet wird. Die einzuschleusende Nucleinsauresequenz kann dabei beispielsweise unter der KontroUe eines 
induzierbaren und/oder reprimierbaren, /x;lltyp-spezifischen Promotors liegen. Die erfindungsgemaBen AAV- Vektoren 
konnen in eine Zelle, ein Gewebe, Organ, einen Patienten oder ein Tier durch eine Reihe von Verfahren eingefiihrt wer- 
den, z. B. durch ex vivo Inkubation der gereinigten AAV- Vektoren mit den gewiinschten Zielzellen (z. B. Maas et al. Hu- 
man Gene Therapy 9, 1049-1059 (1,998), Zhou et al. Gene Therapy 3, 223-229 (1996), Ponnazhagan et al. Jouma! of 65 
Virology 71, 8262-8267 (1997)), bzw. durch direkte Injektion in ein Zielgewebe (z. B. Xiao et al. Journal of Virology 70, 
8098-8108, Flannery et al. Proc. NaU. Acad. Sci. USA 94, 6916-6921 (1997), During et al., Gene Therapy 5, 50-58 
(1998)). 
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SchlieBlich konnen im Rahmen der vorliegenden Erfindung auch Zellen und transgene 'Here (d. h. Sauger) die bezug- 
lich der mittels des erfindungsgemaBen AAV-Vektors eingeschleusten Nucleinsauresequenz transgen sind, erhalten wer- 
dcn. Vcrfahrcn zur Hcrslcllung solchcr transgcncr Tierc konnen beispielswcisc in WO 91 /08216 gefunden werden. 

Die vorliegende Erfindung wird weiter anhand der Figur beschrieben: 
5 Fig, 1 A3: Schematische Darstellung von Verfahren zur Herstellung von AAV-Vektorcn 

Fig. 2: Schematische Darstellung des Tests zur Tsoiierung von Antikorpem, die die Bindung des Virus an die Zelle 
blockieren. 

Fig, 3: "Retargeting" von AAV-2 

Die nachstehenden Beispiele erlautem die Erfindung. 

10 

Beispiel 1 

Herstellung von gegen die Liqandenscquenzengerichtetcn Antikorpem 

15 Zur Herstellung von Antikorpem wurden Balb-c Mause wiederholt mit synthetischen Peptiden sowie mit leercn AAV- 
2 Kapsidcn immunisiert. Die nachfolgcnden vicr Peptide wurden aufgrund von AAV-2 Kapsidgcnscqucnzcn, in dencn 
sich AAV-2 und AAV-3 unterscheiden, synthetisiert. Die Peptide hatten die folgende Sequenz: 

AAV-2-1: GPPPPKPAERHKDDSC 
20 AAV-2-2: SRTNTPSGTTTQSRLQFSQAGASDIRDQSC 
AAV-2-3: QSGVLIFGKQGSEICrNVDIEKC 
AAV-2-4: SVSTNLQRGNRQAATADVNTQC 

Die beiden Viren AAV-2 und AAV-3 haben einen unterschiedlichen 2£lltropismus, obwohl sich ihre Kapsidgense- 
25 quenzen in nur vier Domanen geringfiigig voneinander unterscheiden. Da Peptide nur lineare Epitope darstellen, aber die 
Ligandenscquenz auf dcm viralen Xapsid auch cin konformatives Epitope darstellen kann, wurde zusatzlicb mit leeren 
AAV-2 Kapsiden geboostet. 

Pro Immunisierung wurden 100 jjg Peptid bzw. 30 pg leere (keine DNA enthaltende) assemblierte AAV-2-Kapside in 
0,1 ml PBS und 0,1 ml komplettem bzw. inkomplettem Freunds Adjuvans (icFA) eingesetzt: 

30 

Tag 0: 1. Immunisierung (Peptide + komplettes Freunds Adjuvans) 
Tag 24: 2. Immunisierung (Peptide + icFA) 
Tag 41: 3. Immunisierung (Kapside + icFA) 
Tag 132: 4. Immunisierung (Kapside + icFA) 
35 Tag 145: Fusion 

Nach AbschluB der Inmnunisierung wurde die Milz einer Maus entnommen und die daraus isolierten MilzzeUen mit 
Ag8 Zellen fusioniert. Die so entstandenen Klone sondem Antikorper in das Medium ab, welches nun mit verschiedenen 
Essays auf seine Eigenschaften getestet wurde. Zunachst wurden alle Hybridomuberstande auf ihre Fahigkeit zu neutra- 

40 lisieren gepriift In diesem auf GFP (green fluorescent protein) basierenden Neutralisationstest fand auch ein "Screenen" 
der monoklonalen Antikorper statt. Zellen wurden in 96 Lochplatten ausgesat und am darauffblgenden Tag mit einem 
Mix aus AAV-2 GFP-Partikel (MOI 10) und Hybridomiiberslanden inkubiert. 20 Stunden nach Infekdon wurden die Zel- 
len hinsichtlich der Expression von GFP unter UV-Licht untersucht. Hybridomuberstande, welche neutralisi^nd wirk- 
ten, also seiche die die Expression von GFP verhindem, konnten nun auf ihre Fahigkeit, die Bindung von AAV-2 an den 

45 zellularen Rezeptor zu unterbinden, untersucht werden. Diesca- nicht-radioaktive Bindungstest wurde spezieU fxir diese 
Aufgabc entwickelt (s. Fig. 2). Dazu wurden Hybridomuberstande zuerst mit AAV-2 inkubiert bevor diese auf Zellen, 
z. B. Hela-Zellen, gegeben wurden. Die an die Zelle bindenden AAV-2 Partikel wurden fixiert. Hybridomuberstande, 
welche an AAV-2 binden und die Bindung des Kapsids an den zellularen Rezeptor unterbinden, verhindem die Bindung 
an die Z>ellen. Nach einem Blockierungsschritt werden die an die Zellen gebundenen Viren mit dem monoklonalen A20- 

50 Antikorper, welcher assemblierte AAV-2 Kapside erkennt, nachgeweisen (Wistuba et al.. Journal of Virology 71, S. 
1341-1352, 1997). Die so charakterisierten Klone, welche neutralisierende und die Bindung inhibierende Antikorper 
produziercn, wurden daraufhin vercinzelt, um monoklonale Antikorper (Mak) zu gewinnen. Die so erhaltenen Maks 
wurden wiederum auf ihre Eigenschaften hin untersucht. Neben den soeben beschriebenen Assays wurden sie weiterhin 
auf ihr Verhalten in Immunfluorcszenzen von Ad-5 (Negativkontrolle) sowie Ad-5/AAV-2 infizierten Zellen, Western 

55 Blots von Ad/AAV-2 IleLa Extrakten und im AAV-2 ELISA unta-sucht. Nach Analyse dieser Daten und einer Subklas- 
senbestimmung wurden die beiden Hybridome (^!24-B und C37-B ausgesucht. Die folgende Tbbelle zeigt ihre Eigen- 
schaften: 
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25 

Die bcidcn Hybridome wurdcn bci der DMSZ in Braunschweig am 19.8.1998 untcr den folgenden Nummcm hinter- 
legt: 

C24-B: ACC 2369 
C37-B: ACC 2370 

30 



Beispiel 2 

Herstellung von fiisionierten Einzelketten-Antikorfjem 

35 

Von bcidcn Hybridomen, C24-B und C37-B, wurden Einzclkcttcn-Antikorper (scFv) hcigestellt. Nach Isolicrung von 
RNA, mRNA und darauffolgende Synthcse von cDNA konnte mit Hilfe von Oligonukleotidprimem, dcien Sequenz in 
Breitling et al.. Methods in Molecular Medicine, S. 581-592, \bL 13: Molecular Diagnosis of Infectious Diseases, Hu- 
mana Press Inc. Totowa NJ publiziert ist, in der Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) die variablen Domanen der leichten 
(VL) und der schweren Kette (VH) isoliert werden. Diese wurden gemaB Standardmethoden in das Expressionsplasniid 40 
pH0G21 (Kipriyanov, S. M. et al., 1997, J. of InamunoL Methods 200, S. 69-77) kloniert. 

In Zusammenarbeit mit der Arbdtsgruppe von Prof. Dr. M. Little am DKFZ werden dann "diabodies" heigestellt. 
Diese "diabodies" sind bivalent und bispezifisch, da sic aus zwei miteinander fiisionierten scFv bestehen. Dabei wird die 
VH Domane des einen Antikorpers (C24-B oder C37-B) duich einen kurzen Linker mit der Sequenz "AKTrPKLGG" 
(Peptidlinker, welcher die ca. 3,5 nm zwischen dem C-Terminus der einen Domane und dem N-Terminus der anderen 45 
Domane uberbriickt (Kipriyanov, S. M. et al. InL J. Cancer 77, S. 763-772, 1998) mit der VL Domane eines anderen An- 
tikorpers (anti-CD19) verbunden und umgekehrt. Allgemeine Hinweise zur Herstellung von diabodies sind "Little et aL, 
Methods in Molecular Medicine 555-580, Vol 13: Molecular Diagnosis of Infectious Diseases, Humana Press Inc. To- 
towa NJ" zu entnehmen. Dadurch entsteht ein Produkt, welches zwei Antigen-Bindungsdomanen besitzt, welche an ge- 
geniiberliegenden Seiten des Komplexes liegen. 50 

Die obigen "diabodies" werden sich aus den scFv von C24-B bzw. C37-B und scFv von Antikorpem, die an B-Zellen 
binden, zusammensetzen. Allerdings besteht die Moglichkeit alle scFv, welche gegen Zellrczeptoren gmchtet sind, in 
diese "diabodies" einzubauen. 



Beispiel 3 55 
Chemische Kopplung von Fab-Fragmenten 

Fab-Fragmcntc von C24-B undC37-B wurden gemaB Standardmethoden isoliert. Diese wcrdem nun mit IgGs, die ge- 
gen EOF und FGF Rezeptoren gerichtet sind, oder mit Folat, dem Liganden des Folatrczeptors, chemisch gekoppelt. Die 60 
Konjugation erfolgt mit Hilfe von SPDP(3-(2-Pyridildithio)propionic Acid N-Hydioxysuccinimide Ester). Die entstan- 
denen Komplexe werden uber HPIX! aufgereinigt und konnen nun eingeselzt werden, den Zelltropismus von AAV-Vek- 
toren zu verandem. Dazu werden AAV- Vektoren mit den gereinigten Fab-IgG/-Liganden Komplexen inkubiert. Die nicht 
an die AAV- Vektoren gebundenen Komplexe werden (z. B.) durch Zentrifugation durch ein Zuckerkissen abgetrennt. 

Insbesondere werden AAV-2 Vektoren mit den Luciferase bzw. I^cZ Reportergenen eingesetzt, um eine quantitative 65 
und quaUtative Aussage iiber die erzielte Expressionseffizienz zu erhalten. Es konnen aber naturlich alle verfugbaren 
AAV- Vektoren eingesetzt werden. Diese Vektoren werden dann mit den Fab-IgG/Ligand Komplexen inkubiert. 
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Beispiel 4 
Andcrung des Tropisnius von rAAV-2 

5 Die in Beispiel 2 beschriebenen "diabolies" und in Beispiel 3 beschriebenen Fab-IgG/Liganden Konjugate konnen nun 
zur Anderung des TYopismus von rAAV-2 eingesetzl werden, 

Zwei generelle Anwendungsmoglichkeiten bieten sich an. Zum einen werden die Fab-IgG/Liganden Konjugate einge- 
setzt, um das Prinzip zu testen, daB rAAV-2 Zellen iiber einen neuen Rezeptor infizierbar sind. Nach Kopplung von Fab 
Fragmenten an den Liganden Folat zum Beispiel und darauffol gender Tnkubation mit rAAV-2, wird gezeigt, daB Zellen 

10 (z. B. HcLa, KB), wclchc den Folatrczcptor ubcrcxprimicrcn, infizierbar sind. Dicsc Infektion kann nicht durch einen 
UberschuB an Heparin, welches die natiirliche AAV-2 Infektion henunt, wohl aber durch die Gegenwart von freien Fab- 
Fragmenten oder einem tJberschuB von Folat im Medium verhindert werden. Mit Hilfe von Zellinien, welche z. B. den 
EOF Rezeptor cxprimicrcn (MDA, MB468 odcr U118), kann anhand des Fab-anti-EGFR-IgG Konjugatcs analog zu den 
oben geschildertem Beispiel mit dem Folat-Liganden ein "retargeting" an den EGFR gezeigt werden. (Siehe Fig, 3). Eine 

15 Anderung des Tropismus ist aba- auch iiber die beschriebenen "diabodies" moglich. Diese werden eingesetzt, um fur 
AAV-2 schlecht infixicrbare 2^11en (z. B. die ZcUinicn Raji [human Burkitl lymphoma cell line], 9023 und 9050 [human 
lymphoblastoid cell lines]; Maass, G. et al. Human Gene Therapy 9, 1049-1059, 1998) einer AAV-2 Infektion zugangli- 
cher zu machen. Hierzu werden die "diabodies" mit rAAV-2 inkubiert, die nicht an die AAV Kapside gebundenen "dia- 
bodies" abgetrennt und dann auf die oben genannten Zellen gegeben. Damit ist nun eine eflfiziente Infektion, der von 

20 nicht modifiziertem AAV-2 kaum infizierbaren Lymphomzellinien moglich. 

Patentanspriiche 

1 . Monoklonaler Antikorper oder Fragment da von, dadurch gekennzekhnet, daB er an das Kapsid eines Adeno- 
25 assozierten Virus (AAV) bindet und die Bindung des Virus an den Wusrezeptor einer ursprunglichen Zielzelle ver- 
hindert. 

2. Antikorper nach Anspruch 1, wobei der Antikorper ein aus einem Her stammender Antikorper, ein humaner 
bzw. humanisierter Antikorper, ein chimarer Antikorper, ein Einzelketten- Antikorper oder ein Fragment davon ist. 

3. Antikorper oder Fragment davon nach Anspruch 1 oder 2, wobei das AAV AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5 oder 
30 AAV-6 ist. 

4. Antikorper nach einem der Anspriiche 1 bis 3, der an gemeinsame Sequenzen von VI, VP2 oder VP3 bindet. 

5. Antikorper oder Fragment davon nach Anspruch 4, der an die Kapsidproteine von AAV-2 im Bereich der Ami- 
nosaurcn 449 bis 600 (bezogen auf VP-1) bindet 

6. Antikorper nach Anspruch einem der Anspriiche 1 bis 5, der C24-B (bei der DSMZ, Braunschweig am 19. Au- 
35 gust 1998 unter ACC 2369 hinterlegt) oder C37-B (bei der DSMZ Braunschweig am 19. August 1998 unter ACC 

2370 hinterlegt) ist. 

7. Antikorper oder Fragment davon nach einem der Anspriiche 1 bis 6, auBerdem dadurch gekennzeichnet, daB er 
mit einem gewiinschten Rezeptorliganden fusioniert ist. 

8. Antikorper oder Fragment davon nach Anspruch 7, wobei der Rezeptorligand 
40 - Folat, 

- "Fibroblast Growth Factor" (FGF), 

- RGD Pfcptidmotive, die an ctv-Integrine binden, 

- Asialoglycoprotein (ASGP), 

- Erythropoietin 

45 - Epidermal Growth Factor (EGF), oder 

- ein Antikorper, der gegen einen gewiinschten Rezeptor gerichtet ist, z. B.: 

- anti-human secretory component Fab-Fragment 

- anti-CD 19 

9. Hybridom, einen Antikorper nach einem der Anspriiche 1 bis 8 erzeugend. 

50 10. AAV- Vektor, dadurch gekennzeichnet, daB ein Antikorper oder ein Fragment davon nach einem der Anspriiche 

1 bis 8 an das Kapsid gebunden ist und dieses nicht mehr an den Vuiisrezeptor der urspriinglichen Zielzelle binden 
kann, jedoch gegebenenfalls an den Virusrezeptor einer gewiinschten Zielzelle. 

1 1 . AAV- Vektor nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB er von AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5 oder AAV- 
6 abgeleitet ist. 

55 12, Verfahren zum gerichteten Gentransfer, dadurch gekennzeichnet, daB als Vehikel fiir die in die gewunschte 

Zielzelle einzuschleusende Nucleinsauresequenz ein AAV- Vektor nach Anspruch 10 oder 11 verwendet wird. 
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X konjugiert an Ligand/IgG 



Fig. 3 
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